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RESUMO

Os polimorfismos COMT Val158Met e ZDHHCS8 rs175174 tém recebido papel de destaque
no estudo molecular da esquizofrenia ndo apenas por estarem localizados no principal locus
de suscetibilidade da doenca, 22911, mas também por relacionarem-se, respectivamente, ao
estado dopaminérgico do cortex pre-frontal e a atividade de diversas proteinas em células
neuronais. Para avaliar a influéncia dos gendtipos polimdrficos na esquizofrenia,
genotipamos por PCR em tempo real 130 pacientes e 175 controles de uma populacéo do
Norte do Brasil. Nossos resultados indicaram uma auséncia de associacdo entre ambos os
polimorfismos com a chance de esquizofrenia na populacdo estudada. Todavia, quando
categorizada por sexo, encontramos uma associacao dicotbmica entre o gendtipo Met/Met
do polimorfismo COMT Vall58Met e a suscetibilidade a esquizofrenia, conferindo uma
chance maior da doenca em homens (OR = 10,76; IC 95% = 2,09-55,34; p = 0,004) que
em mulheres (OR =0,23; IC  95% = 0,07-0,69; p =

0,009). Além disso, a analise de variancia revelou uma associacdo dos gendétipos Val/Met
(COMT Val158Met) e GG (ZDHHCB8 rs175174) com maiores médias de idade de inicio da
esquizofrenia. Nosso estudo suporta a hipdtese de associacdo dependente de género do
polimorfismo COMT Val158Met com a esquizofrenia, além de apontar uma influéncia de

ambos os polimorfismos estudados com a idade de inicio da doenca.

Palavras-Chave: Esquizofrenia; COMT; ZDHHCS; Polimorfismos; Idade de inicio; Género.
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ABSTRACT

The COMT Vall58Met and ZDHHCS8 rs175174 polymorphisms have received
increased attention in the molecular study of schizophrenia not only because they are
localised to the main susceptibility locus of the disease, 22q11, but also because they are
related to the dopaminergic status of the prefrontal cortex and the activity of several
neuronal proteins, respectively. To evaluate the influence of the polymorphic genotypes on
schizophrenia, we used real-time PCR to genotype 130 patients and 175 controls in a
population from the North Region of Brazil. Our results indicated an absence of association
between both polymorphisms and the likelihood of schizophrenia in the population studied.
However, when categorised by gender, we found a dichotomous association between the
Met/Met genotype of the COMT Vall58Met polymorphism and susceptibility to
schizophrenia, conferring a higher probability of disease in men (OR = 10.76; CI 95% =
2.09-55.34; p = 0.004) than in women (OR = 0.23; Cl 95% = 0.07-0.69; p =
0.009). Moreover, the variance analysis showed an association of the genotypes Val/Met
(COMT Val158Met) and GG (ZDHHCS8 rs175174) with higher average age at onset of
schizophrenia. Our study supports the hypothesis of a gender-dependent association of the
COMT Vall58Met polymorphism with schizophrenia, in addition to suggesting an

influence of both polymorphisms studied on the age at disease onset.

Keywords: Schizophrenia; COMT; ZDHHCS8; Polymorphisms; Age at onset; Gender.



1 INTRODUCAO

Considerac6es Gerais

A esquizofrenia (ESQ), embora seja discutida como uma doenca Unica, hoje por se
caracterizar por perturbacGes na cognicdo, emogéo, pensamento, percepgao e comportamento,
ja é considerada uma sindrome de etiologia heterogénea que inclui um grupo de pacientes
com apresentacdo clinica, respostas aos tratamentos e curso da doenca muito variado
(KAPLAN e SADOCK, 2012).

A magnitude do problema da esquizofrenia atraiu a atencdo de figuras importantes da
psiquiatria e da neurologia ao longo da historia, com destaque para Emil Kraepelin (1896-
1926) e Eugen Bleurer (1857-1939). Antes deles, Benedict Morel (1809 — 1873), um
psiquiatra francés, aplicara o termo Démence precoce para pacientes deteriorados cuja doenca
havia se iniciado na adolescéncia. Karl Ludwig Kahlbaum (1828-1899) descreveu os sintomas
da catatonia. Ewold Hacker (1843-1909), por sua vez, ateve-se a0 comportamento bizarro de
pessoas com hebefrenia (KAPLAN e SADOCK, 2007).

A ideia de uma alteragdo bioldgica como agente causador da esquizofrenia é tdo antiga
quanto a definicdo desta doenca como entidade nosoldgica. Kraepelin (1896- 1926), ao
sistematizar os diagnésticos psiquiatricos, agrupou a entdo chamada Dementia Praecox dentro
do grupo das deméncias enddgenas.

Retratos literarios, tais como o da Loucura de Orestes, na Orestéia de Esquilo, ou
Murmarios do Pobre Tom, no Rei Lear, deixam claro que as psicoses graves sao reconhecidas
até mesmo pelos leigos ha muitos anos. Descri¢cGes mais técnicas aparecem em livros como
Discoveries of Witchcraft (Descoberta da Bruxaria), de Reginald Scor do século XVI ou nos
textos de Pinel no século XVIII (ANDREASEN, 1995).

A descricdo dos sintomas atualmente conhecidos como de esquizofrenia sdo oriundos
dos estudos de Emil Kraepelin, Dementia Praecox and Paraphrenia, publicados em 1919, que
descreviam a deméncia precoce e a psicose maniaco-depressiva. Entretanto foi Eugen Bleurer
em 1911 que cunhou o termo "esquizofrenia”, divisdo da mente, mente fendida ou dividida,
para o transtorno caracterizado pela perda da associagao entre 0s processos de pensamento e
entre pensamento, emocao e comportamento (KAPLAN e SADOCK, 2007). Alzheimer foi o
primeiro a conduzir estudos neuropatoldgicos e ndo observou gliose reativa, diferenciando os
processos neuropatoldgicos envolvidos na esquizofrenia das deméncias senis (BOGERTS,
1999).



A ESQ é uma doenca psiquiatrica severa com etiologia complexa e multifatorial, que
apresenta diversas dimensdes psicopatoldgicas incluindo sintomas positivos (delirios e
alucinacfes), desorganizacdo (desagregacdo do pensamento), sintomas negativos
(distanciamento afetivo, bulimia, alogia), déficits cognitivos (prejuizo da memoria, atencéo e
funcOes executivas), agressividade e hostilidade, sintomas depressivos e ansiedades e risco de
suicidio (ANDREASEN, 1995).

Esta patologia é um transtorno psicético maior (ou um grupo de transtornos) que
usualmente aparece na fase mais tardia da adolescéncia ou no inicio da idade adulta. Apesar
das técnicas modernas de tratamento, a ESQ ainda representa uma enorme sobrecarga para 0s
pacientes e seus familiares. Na maioria dos casos, ha prejuizo das fun¢des ocupacionais ou
sociais, caracterizado por afastamento social, perda de interesse ou capacidade de agir na
escola ou no trabalho, mudanca nos habitos de higiene pessoal ou comportamento incomum
ainda na fase prodromica (IRA, 2013).

A ESQ afeta aproximadamente 1% da populagdo mundial e acomete homens e
mulheres na mesma proporcdo. No Brasil é responsavel pela ocupacdo de 30% dos leitos de
instituicGes hospitalares e psiquiatricas (SILVA, 2006). No Estado do Para, a quantidade de
pacientes cadastrados com diagnostico de ESQ entre 2012-2013 foi de 182 pacientes. (SUS,
2013).

A perda total ou parcial do contato com a realidade é uma caracteristica clinica presente
nos portadores de ESQ, estes pacientes costumam ver, ouvir e sentir sensacfes que nao
existem na realidade (JULIBONI et al., 2008). A disfuncdo ou prejuizos cognitivos ja
mencionados em 1896 por Emil Kraepelin, na primeira sistematizagdo da esquizofrenia como
alteracbes primarias da doenca, apesar de hoje ndo ser um critério de inclusdo para o
diagnostico de esquizofrenia, a conceituacdo atual menciona as alteraces cognitivas entre 0s
sintomas caracteristicos da doenca (JUNIOR et al, 2010).

Uma das caracteristicas psicopatoldgicas da ESQ sdo as alteragdes cognitivas, e estas nao
sdo derivadas ou consequéncias de outros sintomas e ndo sdo resultantes de tratamentos com
psicofarmacos ou de hospitaliza¢cbes (FORCHESALTO, 2014).

1.2 SINTOMATOLOGIA
Ha uma grande dificuldade em compreender o porqué das manifestacoes clinicas psicoticas
em pacientes ESQ em funcdo da variagdo dos fendmenos bioldgicos, psicologicos e

comportamentais que eles apresentam, sendo que o comprometimento cognitivo € um dos



principais sintomas, em face disso uma alternativa para compreensdo destes fendmenos
nosoldgicos, é estudar o complexo conjunto da interacdo gene-ambiente (LOCH, 2014).

Positivos relacionados a presenca de delirios, alucinacbes e a desorganizacdo do
pensamento e da conduta e negativos referentes as alteracdes no afeto, perdas cognitivas,
avolicdo e anedonia assim sdo classificados os sintomas da ESQ, demonstrado no quadro
abaixo. (HANSEN, 2014).

POSITIVOS NEGATIVOS
Psicdéticos De organizacéo
Alucinacéo Degradacdo do pensamento Embotamento afetivo
Delirios Boqueio do pensamento Anedonia
Alteracdo da consciéncia da Alteracdo da consciéncia da
atividade do eu: atividade do eu. Hipobulia

Pensamento empobrecido

e roubo do pensamento e dupla orientagdo. Déficit de atencédo
e imposicdo do e Ambitimia

pensamento e ambitendéncias
e sensagdes corporais

impostas

Alteracdo da consciéncia da Sinais catatdnicos

identidade do eu. +  Negativismo

*  Obediéncia automatica
*  Flexibilidade ceracea

+  Estereotipias

e Maneirismo

*  Fendmeno em eco

+ Agitacdo

»  Estupor

»  Despersonalizacéo

Alteracgéo da consciéncia dos
limites do eu.
»  Apropriacéo
»  Transitivismo
» Publicacéo do
pensamento

Quadro I: sintomas positivos e negativos da ESQ. Fonte: NARDI (2015)

1. 3 EPIDEMIOLOGIA
A ESQ atinge todas as classes sociais, e tem uma prevaléncia de 1% na popula¢do em
geral, isso significa que a cada cem pessoas uma vai desenvolver a doenca.

A ESQ tem igual prevaléncia em homens e mulheres. A idade de pico para o inicio dos
sintomas varia em homens é de 15 a 25 anos e nas mulheres € de 25 a 35 anos (JULIBONI et
all, 2008).

Este transtorno ndo distingue raga, género e classe social com incidéncia igual em todos 0s
continentes. (BORELLA, 2013).




Forchersatto e Boff (2014) nos relatam dados de que, no Brasil, a esquizofrenia ocupa 30%
dos leitos psiquiatricos hospitalares, ou cerca de 100 mil leitos-dia, ocupando, ainda, o
segundo lugar das primeiras consultas psiquiatricas ambulatoriais (14%) e 5° lugar na
manutencdo do auxilio-doenca. No momento, ndo existe prevencdo especifica para a
esquizofrenia, desta forma, o foco esta no tratamento precoce e continuado e na reabilitacdo
ativa do paciente.

Macédo et al. (2013), afirmam que a esquizofrenia, de acordo com o entendimento atual, é
considerada um transtorno grave, e de grande importancia clinica. Em escala mundial, atinge
os valores de 0,2% e 1,5% da populagdo mundial total, sendo a prevaléncia equivalente para
homens e mulheres. Esses mesmos autores referem que a expectativa de vida do paciente
portador de esquizofrenia é ligeiramente menor que a média, devido ao maior indice de
suicidios e de pacientes esquizofrénicos, assim como morbidades e/ ou patologias recorrentes,
as quais sdo consideradas comorbidas.

De acordo com Lima e Veloso (2012), hoje, a esquizofrenia é uma doenca que desencadeia
a desorganizacdo do pensamento ou consciéncia, baseando-se nessas informacdes, pode ser
considerada como a doenca mental mais incapacitante, pois ela ndo difere a raca, o nivel
social, econdmico ou cultural. Sua primeira crise normalmente ocorre entre os adultos jovens

na faixa etaria de 20 a 30 anos, podendo apresentar-se de forma brusca ou lenta.

1.4 TEORIAS ETIOLOGICAS

Explicar a etiopatogenia da ESQ é hoje um dos grandes desafios de diversos grupos de
pesquisa na area da psiquiatria, sabe-se que fatores como variaveis biolédgicas especificas, tais
como os fatores genéticos, bioquimicos e alteragdes sutis na morfologia cerebral estdo
diretamente envolvidos na génese desta importante entidade nosoldgica, assim inimeras sdo
as explicacdes para a etiopatogénese da doenca, mas ainda ndo sao suficientes para elucidar
tal patofisiologia, colocando a ESQ como uma das desordens psiquiatricas mais desafiadoras
e complexas (SOUZA, 2008).

As causas ainda s@o desconhecidas. No entanto ha consenso que varias teorias séo
propostas, onde destacamos: teoria Geneética, Teorias Neuroquimicas: a hipotese
dopaminérgica, Distdrbio do Neurodesenvolvimento, Alteragdes Estruturais: Teorias

Psicoldgicas entre as quais destacamos neste trabalho as de natureza genética. (SILVA, 2006).



1.4.1 TEORIA GENETICA

Predisposicdo genética e os fatores mesologicos contribuem igualmente como causa
desta patologia, ou seja, esse percentual gira em torno de 50% para cada um desses fatores. Os
fatores genéticos e ambientais precisam ser considerados em conjunto uma vez que ambos s&o
importantes na etiologia da esquizofrenia (GARCIA et al .2004).

A existéncia de maior numeros de casos de ESQ em certas familias levou os
pesquisadores a sugerirem que 0S componentes genéticos estdo intimamente relacionados a
etiopatogenia desta doenca. (RANGEL, 2013).

Inicialmente, as expectativas eram de que as variagdes estruturais no DNA fossem
apenas alguns milhares ao longo do genoma. Porém, nos primeiros anos do século XXI, esse
nimero aumentou cerca de mil vezes. Em 2001, um consércio internacional de mapeamento
de polimorfismos descreveu 1.42 milhdes de loci polimorficos. Mais importante que este
grande numero é a precisdo de suas posicdes no genoma. Estima-se que exista
aproximadamente um polimorfismo a cada 1,91 Kb. Isto significa que 90% das sequéncias de
mais de 20 Kb apresentam, pelo menos, uma variacdo e esta densidade pode ser maior nas
regides génicas.

Dos genes conhecidos, 93% contém polimorfismos e 98% estdo a pelo menos 5 Kb
distantes de um. Logo, quase todos 0s genes ou regides génicas sdo marcados por uma dessas
sequéncias variaveis (SACHIDANANDAM et al., 2001).

Por serem encontrados por todo o genoma, 0s polimorfismos geram alelos funcionais
ou fisiologicamente relevantes, pois, em uma regido codificante, podem ter impacto na
proteina, em um intron, pode influenciar no mecanismo de splicing e, no promotor, podem
modificar a transcricdo génica (KRAWCZAK et al., 1992).

Além disso, os polimorfismos sdo reconhecidos como importantes ferramentas na
genética humana e médica e tém sido amplamente utilizados nos estudos de associacdo
genética de varias doengas complexas, como por exemplo: disturbios cardiovasculares, auto-
imunes, obesidade, osteoporose, diabetes, cancer e, nos caso da ESQ, psiquiatricos. Em
humanos, varias analises de polimorfismos também tém sido conduzidas ao logo do genoma,
na intengdo de determinar os padrbes dos haplotipos nas populacdes (para revisdo, Miller &
Kwok, 2001; Gabriel et al, 2002). Os dados destas anélises sdo de extrema utilidade para o
estudo das bases genéticas das doencas complexas comuns (PHILLIPS et al., 2003).

E flagrante que variagbes na sequéncia gendmica contribuam para diversidade

fenotipica e apontam suscetibilidade a, ou contra, qualquer tipo de doenca. Deste modo,



estima-se que os riscos da maioria das doengas complexas possam ser fortemente
influenciados pelos padrdes polimdrficos em certos genes chave de suscetibilidade, ainda a
serem identificados. O mesmo raciocinio pode ser aplicado para varia¢Ges interindividuais de
ordem genética na resposta a medicamentos, um campo de grande interesse da industria
farmacéutica. O beneficio em ter um mapa de polimorfismos é que este possibilita a cobertura
de todo 0 genoma; portanto, os pesquisadores podem comparar os padrfes e frequéncias das
variacdes de seus pacientes e, desta forma, associa-los a doenca em questdo (LANDER et al,
2001).

A delecdo 22911.2 (Figura 1) representa o principal fator de risco conhecido para o
desenvolvimento da esquizofrenia (ESQ) (GIUSTI-Rodriguez e SULLIVAN, 2013;
SCHNEIDER et al., 2014). Estima-se que cerca de 25% das criancas com delecdo 22q11.2
desenvolverdao ESQ na adolescéncia ou na idade adulta, enquanto que em pacientes com ESQ
néo selecionados estima-se que a frequéncia dessa delecdo seja de 1:50 a 1:100 (WILLIAMS,
2011; SQUARCIONE et al., 2013). Tal fato tem estimulado a realizacdo de estudos
moleculares em genes da regido 22g11.2 na intencdo de se identificar possiveis marcadores
relacionados com o fenotipo da ESQ (SHIN et al., 2010; IRA et al., 2013; SQUARCIONE et
al., 2013).

Os genes localizados em 22qg11.2, que potencialmente podem estar envolvidos na
génese da ESQ, sdo relacionados ao neurodesenvolvimento e a maturacdo cerebral. Assim, a
presenca de mutacdes ou de alelos polimorficos especificos nesses genes poderiam determinar
alteracdes neuroestruturais nas substancias cinzenta e branca, importantes na fisiopatologia da
ESQ (GIUSTI-Rodriguez & SULLIVAN, 2013). Por esse motivo, os genes COMT,
ZDHHCS8, apontam como candidatos a suscetibilidade para ESQ (SHIN et al., 2010;
CLELLAND etal., 2011; JANG et al., 2013; OTA et al., 2013, MICHELOTTI et al., 2014).

O gene COMT (Catecol-O-Metil-Transferase - OMIM #116790) é um dos principais
candidatos para a suscetibilidade & ESQ e codifica uma enzima envolvida na via da
degradacdo de transmissores catecolaminérgicos de forma que a variacdo na sua atividade
pode ter efeitos especificos no cortex pré-frontal (como, por exemplo, no mecanismo de
transmissdo da dopamina) e na memoria de trabalho (SMITH et al., 2014).

O gene ZDHHC8 (Zinc Finger DHHC Domain-Containing Protein 8 - OMIM
#608784) codifica uma enzima transmembranica do tipo palmitoiltransferase que é altamente
expressa no cerebro humano de adultos. A palmitoilagdo é um importante mecanismo no
trafego e modulacdo de diversas proteinas citosolicas e de membrana, especialmente em

neuronios (el-Husseini Ael & Bredt, 2002). Anélises de expressdao em ceérebros de



camundongos adultos demonstraram altos niveis de expressao dessa proteina no cortex e no
hipocampo, areas que presumivelmente desempenham um papel importante na fisiopatologia
da ESQ (GIUSTI-RODRIGUEZ & SULLIVAN, 2013).

Dada a importancia dos mecanismos fisiologicos em que estdo envolvidos os genes
supracitados é razoavel imaginar que alteracGes em suas estruturas, como as causadas por
polimorfismos e mutagdes, possam interferir no seu bom funcionamento e, consequentemente,
no surgimento de patologias associadas, como a ESQ. De fato, diversos estudos de analise de
estrutura nos genes COMT, ZDHHCS8, tém sido desenvolvidas na intencdo de se avaliar a
associacdo dessas variagdes com a suscetibilidade a ESQ (KEMPF et al, 2008; OTA et al.,
2010; CHENG, 2012; WRIGHT et al., 2012; GIUSTI-RODRIGUEZ & SULLIVAN, 2013;
GOTHELF et al., 2013; JANG et al., 2013; ZARCHI et al., 2013). Por esse motivo, este
estudo avaliou o papel de 2 variacdes gendmicas (2 polimorfismos) nos genes COMT,

ZDHHCS8, em uma populacéao de pacientes com ESQ do estado do Para.

Human chr 22q11.21
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Figura: 1 — Idiograma do cromossomo 22 e os genes da regido 22q11.2, modificado Karam, 2010.

1. 4. 2 TEORIAS NEUROQUIMICAS - A HIPOTESE DOPAMINERGICA

A dopamina é um importante neurotransmissor do tipo catecolaminérgico encontrado
no Sistema Nervoso Central (SNC) e que regula importantes vias de sinalizagdo através da
ativacdo de cinco tipos de receptores (D1, D2, D3, D4 e D5). Derivada do mesmo precursor
da noradrenalina e adrenalina, esta catecolamina possui ampla distribuicdo no Sistema

Nervoso Central (SNC), sobretudo nas areas mesocortical, nigro-estriatal, tubero infundibular



e mesolimbica, areas essas que tem papéis importantes na coordenacdo dos movimentos
corporais, motivacdo e reforco e recompensa, emogOes e comportamento e secrecdo de
horménios (CUPERTINO, 2014). Figura 2.

Sistema Dopaminérgico

Estriado
Lobo Frontal v

Substanda

Area Tegumentar
Ventral AN

Fig, 2.Sistema Dopaminérgico Mesocorticolimbico. Adaptado de Bear, 2006

Esta hipdtese surgiu com o aumento do metabolismo de dopamina devido a
administracdo dos antipsicéticos (AP) clorpromazina e Haloperidol em camundongos, e foi
reforcada pela observacdo de que o tratamento da psicose com Reserpina levava ao blogueio
da recaptacdo de dopamina e de outras monoaminas . Assim pesquizadores concluiram que os
sintomas positivos da ESQ estdo intimamente relacionados aos elevados niveis de dopamina
ou de seus metabdlitos em determinadas estruturas do SNC, por outro lado atribui-se os
sintomas negativos da doenca (ESQ) ao baixo nivel de dopamina, conclusdo que se chega nas
observagdes comportamentais em animais e pacientes com lesdes de cértex do lobo frontal.
(ZANATTA, 2014).

1. 4. 3 ALTERAQOES ESTRUTURAIS - HIPOTESE DO DESENVOLVIMENTO
NEURAL.

Doenca de neurodesenvolvimento com neurodegeneracdo € assim que alguns autores
consideram a esquizofrenia. Com o advento das técnicas de neuroimagens pesquisadores
conseguiram relatar que existe uma perda de volume cerebral nos portadores da ESQ, a
restringida densidade de axo6nios, dendritos e sinapses sdo as principais suspeitas para estas

alteracdes estruturais no SNC, ainda corroboradas com outras anormalidades encontradas



como aumento no tamanho ventricular, alteracdes no cortex pré-frontal e hipocampo,

diminuicdo nos nimeros de neurénios em algumas areas do cérebro. (RANGEL, 2014).

1.5 DIAGNOSTICO
Por ndo existir sintomas patognoménicos, a ESQ é dificil de ser definida ou descrita,
assim sendo seu diagndstico segue as mesmas dificuldades para a definic&o.

1.6 SUBTIPOS DE ESQUIZOFRENIA

Os diferentes subtipos constituem classificagdes baseadas na predominancia de certos
sintomas que tém sua utilidade principalmente para efeitos dos tratamentos medicamentosos
uma vez que determinados sintomas reagem mais a certos medicamentos do que outros.
(AMARAL, 2005).

Os tipos de sintomas que sdo utilizados para fazer um diagndstico de esquizofrenia
diferem entre as pessoas afetadas e ainda pode mudar ao longo do tratamento mesmo em uma
Unica pessoa portadora do sofrimento que a doenca progride. Os diferentes subtipos
constituem classificagcdes baseadas na predominancia de certos sintomas que tém sua utilidade
principalmente para efeitos dos tratamentos medicamentosos uma vez que determinados
sintomas reagem mais a certos medicamentos do que outros (AMARAL, 2005).

Esses subtipos sdo definidos de acordo com as caracteristicas clinica predominantes,
assim uma mesma pessoa pode ser diagnosticada com subtipos diferentes ao longo de sua
doenca.

Buscando varios critérios de classificacdo dos tipos de ESQ, concluimos que ha
diversas classificacbes com critérios também diferenciados, optamos aqui em utilizar os
critérios do DSM V, o qual utiliza apresentacdo clinica de sintomas para classificar a ESQ em

5 (cinco) subtipos:

1. 6. 1 ESQUIZOFRENIA PARANOIDE

ESQ caracteriza-se pela preocupa¢do com um ou mais delirios ou alucinagbes
auditivas frequentes, classicamente delirios de perseguicdo e grandeza. Esses pacientes
tendem a ser tensos, desconfiados, resguardados, reservados e podendo as vezes ser hostis e

agressivos.
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Este tipo de ESQ normalmente tem ocorréncia ao fim da segunda ou terceira década
de vida. A Esquizofrenia Parandide é caracterizada pela presenca de delirios de perseguicdo
ou grandeza. Sao pacientes tensos, desconfiados, hostis e muito agressivos, podendo cometer
um ato de violéncia.

1. 6. 2 ESQUIZOFRENIA DESORGANIZADA

Segundo Kaplan este tipo de ESQ caracteriza-se por uma regressao de comportamento
exacerbado para o primitivismo e desinibicdo acentuada com flagrante desorganizacao
principalmente de curso de pensamento. O portador deste tipo de ESQ costuma ser ativo, no
entanto pouco produtivo. Com comprometimento da aparéncia pessoal e das relagdes sociais.

O quadro clinico tem aparecimento precoce antes dos 25 anos de idade (KAPLAN e
SADOCK, 2012).

Desorganizacao e transtorno de pensamento, incoeréncia e dissociagdo, afetividade e
respostas socio-emocionais inadequadas, aparéncia pessoal e contato com a realidade
precario, comportamento hiléario e bizarro, maneirismo e retraimento social sdo os sintomas
predominantes nos portadores desse subtipo de ESQ, esses pacientes podem ter suas
atividades de vida diaria como vestir, tomar banho ou escovar os dentes, dentre outras

prejudicados ou até mesmo perderam significativamente (CARREIRA, 2008).

1. 6. 3 ESQUIZOFRENIA CATATONICA

Perturbacdo motora € seu estado classico, como estupor, negativismo, rigidez, mutismo,
excitacdo ou postura bizarra, costuma associar a estes sintomas flexibilidade cérea (KAPLAN
e SADOCK, 2012).

Na Esquizofrenia Catatdnica a caracteristica cliinica mais observada so as alteracfes
psicomotoras, esturpor, rigidez, excitacdo, negativismo ou posturas bizarras, acompanhadas
de estereotipias, maneirismos, mutismo e flexibilidades cérea sdo sintomas observados com

frequéncia nesses pacientes.
1. 6.4 ESQUIZOFRENIA INDIFERENCIADA

Segundo Kaplan, (2012) os pacientes séo classificados neste subtipo quando nédo é
possivel enquadra-lo em outro subtipo os pacientes tém sintomas da esquizofrenia que nao sdo
suficientemente formadas ou especificos o suficiente para permitir a classificacdo da doenca

em um dos outros subtipos.
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1. 6.5 ESQUIZOFRENIA RESIDUAL
O paciente ja ndo apresenta sintomas proeminentes, no entanto, o tipo residual tem

evidéncias clinicas de transtorno esquizofrénico com auséncia de um conjunto completo de
sintomas ativos ou sintomas insuficiente para classifica-lo em outro tipo de esquizofrenia.

(KAPLAN e SADOCK, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a associacdo de polimorfismos nos genes COMT, ZDHHCS8, na
suscetibilidade a ESQ em populac¢do do Norte do Brasil.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comparar 0s genotipos das variagOes entre as populagdes caso e controle, na intengédo

de identificar associagdes destes gendtipos na suscetibilidade a ESQ;

o Comparar 0s genotipos das variacdes obtidas na populacdo de pacientes com variaveis
como idade, género, status de fumo e alcool, na intencao de identificar associacbes com essas

variaveis;

o Criar um banco de DNA gendmico de pacientes com ESQ do estado do Para, para que
seja utilizado no desenvolvimento de pesquisas cientificas futuras, que visem esclarecer o

papel das variagdes gendmicas e suas associagdes com essa patologia.

o Estabelecer a linha de pesquisa Genética Psiquiatrica, no grupo de pesquisa do
Laboratorio de Citogenética Humana da UFPA, com consequente nucleacdo de seus
pesquisadores, consolidacdo de parcerias interinstitucionais e oportunizacao da formacédo e

qualificacdo dos discentes e técnicos envolvidos.
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3 ASPECTOS ETICOS

Atendendo a resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude e suas
complementares, que trata das normas para pesquisa envolvendo seres humanos e
armazenamento de material bioldgico, este projeto foi submetido a apreciagdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Fundag&o Hospital de Clinicas Gaspar Viana. (anexos).



ARTIGO CIENTIFICO

14



Association of COMT Val158Met and ZDHHC8 rs175174 polymorphisms with

schizophrenia in a population from the North Region of Brazil

b, Hygor Ferreira-Fernandes b, France K.

d

Leopoldo S. Moraes a Augusto C. C. Santos

b

N. Yoshioka “, Silmar S. Teixeira C, Adriana C. Guimaraes a’ Carlos A. M. da Rocha

Juan A. Rey € Giovanny R. Pinto b*, Rommel R. Burbano 2

4 Human Cytogenetics Laboratory, Department of Biology, Federal University of Pard,
Belém, PA, Brazil

b Genetics and Molecular Biology Laboratory, Federal University of Piaui, Parnaiba, PlI,

Brazil

€ Cerebral Mapping and Plasticity Laboratory, Federal University of Piaui, Parnaiba, PlI,

Brazil
d Education Federal Institute, Science and Technology of Para, Belém, PA, Brazil

€ Molecular Oncogenetics Laboratory, Department of Experimental Surgery, University
Hospital of La Paz, Madrid, Spain

*Corresponding author: Giovanny R. Pinto

Genetics and Molecular Biology Laboratory, Federal University of Piaui Av.
Sao Sebastido 2819, 64202-020, Parnaiba, PI, Brazil

Tel.: 55-86-3323-5846
Fax: 55-91-32017601
E-mail: pintogr@ufpi.edu.br

15

Abstract: The COMT Vall58Met and ZDHHCS8 rs175174 polymorphisms have received

increased attention in the molecular study of schizophrenia not only because they are

localised to the main susceptibility locus of the disease, 22q11, but also because they are

related to the dopaminergic status of the prefrontal cortex and the activity of several

neuronal proteins, respectively. To evaluate the influence of the polymorphic genotypes on

schizophrenia, we used real-time PCR to genotype 130 patients and 175 controls in a
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population from the North Region of Brazil. Our results indicated an absence of association
between both polymorphisms and the likelihood of schizophrenia in the population

studied. However, when categorised by gender, we

found a dichotomous association between the Met/Met genotype of the COMT Val158Met
polymorphism and susceptibility to schizophrenia, conferring a higher probability of
disease in men (OR = 10.76; Cl 95% = 2.09-55.34; p = 0.004) than in women (OR =
0.23; CI 95% = 0.07-0.69; p = 0.009). Moreover, the variance analysis showed an
association of the genotypes Val/Met (COMT Vall158Met) and GG (ZDHHC8 rs175174)
with higher average age at onset of schizophrenia. Our study supports the hypothesis of
a gender-dependent association of the COMT Vall58Met polymorphism with
schizophrenia, in addition to suggesting an influence of both polymorphisms studied on the

age at disease onset.

Keywords: Schizophrenia; COMT; ZDHHCS; Polymorphisms; Age at onset; Gender.
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Introduction

Schizophrenia is a psychiatric disease of high heritability (approximately 80%), which
suggests that genetic factors play a fundamental role in its etiopathogenesis (Singh et al.,
2014). Epidemiological evidence indicates a close relationship between schizophrenia and
a genetic syndrome caused by 22g11 microdeletions, known as velocardiofacial syndrome.
Approximately 20% to 25% of the carriers of this syndrome develop schizophrenia, and
22911 microdeletions have been reported in 1% to 2% of patients diagnosed with
schizophrenia (Horowitz et al., 2005; Xu et al., 2008; Monks et al.,, 2014). This
chromosomal fragment has thus been the target of genetic association studies in different
populations worldwide in search for causal genes and, in particular, functional genetic

variants capable of predicting the individual susceptibility to schizophrenia.

Among the genes located on 22qll, special attention has been given to the
catechol-O-methyl transferase (COMT) gene, which codes for a homonymous enzyme
responsible for the degradation of several biomolecules, including dopamine in the
prefrontal cortex. Dopamine is considered a key neurotransmitter in the pathophysiology of
schizophrenia, particularly because many antipsychotic agents act on dopaminergic
receptors (Williams et al., 2012). A polymorphism characterised by a valine (Val) to
methionine (Met) substitution in codon 158 of the COMT gene (Vall58Met; rs4680) alters
the functional dynamics of the COMT enzyme, with the Val/Val genotype showing a higher
activity, the Val/Met genotype showing an intermediate activity, and the Met/Met genotype
showing a reduced activity (Lotta et al., 1995; Williams et al., 2012). The hypo and
hyperdopaminergic states in the prefrontal cortex, caused by the high and reduced activity of
the COMT enzyme, respectively, have been considered important events in the genesis
of schizophrenia (Kotler et al., 1999; Shifman et al., 2002; Costas et al., 2011).

The zinc finger DHHC domain-containing protein 8 (ZDHHCS8) gene is another potential
genetic susceptibility factor for schizophrenia, not only because it is localised in the
microdeletion 22g11 region but also because it is closely related to neuronal
development and function (Ota et al., 2013). The palmitoyltransferase-like enzyme coded
by the ZDHHC8 gene promotes post-translational changes in several cytosolic neuron
membrane proteins, ensuring their adequate trafficking and functioning. The rs175174
(A/G) polymorphism located in intron 4 of the ZDHHCS8 gene hinders the
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correct splicing of its primary transcript, favouring the retention of intron 4 in the final
transcript, which in turn is translated into a truncated form of the protein (Mukai et al.,
2004).

Although several genetic association studies have obtained results suggesting a significant
association of the COMT Vall58Met and ZDHHC8 rs175174 polymorphisms with
schizophrenia in terms of susceptibility, age at onset, or other clinical features (Chen et
al., 2004; Mukai et al., 2004; Sazci et al., 2004, Hoenicka et al., 2010; Costas et al., 2011),
the role of these polymorphisms as markers of susceptibility for the disease is still
controversial. In the present study, we evaluated the association between the COMT
Val158Met and ZDHHCS8 rs175174 polymorphisms and the susceptibility to schizophrenia
through a case-control study involving a population from the North Region of Brazil.

Materials and Methods

Study participants

In total, 130 unrelated patients with schizophrenia (70 men and 60 women; mean age of
42.97 £+ 13.13 years) and 175 healthy individuals (87 men and 88 women; mean age of
40.06 + 13.66 years) were included in the present study for the case-control analysis.
The patients were recruited at the Clinical Hospital Gaspar Viana in the city of Belém, state
of Pard, Brazil, and the individuals in the control group were recruited from the general
population in Belém; the majority were employees at the hospital and college students,

without any kinship between them or with the patients included in the study.

The diagnosis of schizophrenia was independently confirmed by two experienced
psychiatrists using the Structured Clinical Interview for DSM-IV Disorders (SCID). The
non-patient edition of the SCID was applied to the control individuals, and those with a
personal or family history of psychotic disease were excluded from the study. After
receiving an explanation of the research objectives and procedures, the patients or their
legal representatives and the individuals in the control group signed an informed consent
form authorising the collection of blood for the genetic analyses. Patient clinical data and
information such as gender, age, smoking status and alcohol consumption status were

obtained for both groups from the medical records and the
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structured questionnaires. Age at onset was defined as the age at which the patient was
diagnosed with the disease, whereas refractory disease was defined according to the
International Psychopharmacological Criteria. The research protocol was approved by
the Ethics Committee of the Clinical Hospital Gaspar Viana.

Genotyping

The genomic DNA was obtained from peripheral blood leukocytes using the
conventional phenol-chloroform extraction method. Genotyping of COMT Val158Met
and ZDHHCS8 rs175174 polymorphisms was performed through allelic discrimination

with real-time PCR using TagMan probes (TaqMan®

SNP Genotyping Assays, Applied
Biosystems). For the purposes of quality control, 10% of the samples were randomly

selected and re-genotyped, and all replicated the genotype that was initially attributed.

Statistical analysis

First, both polymorphisms were tested for Hardy-Weinberg equilibrium using

the Chi-square test ((J2). Linkage disequilibrium was analysed using the D’ and r2
parameters, assisted by the HaploView 4.2 software (MIT/Harvard Broad Institute,
Cambridge, MA, USA). To evaluate the association between the polymorphisms
investigated and susceptibility to schizophrenia, odds ratios (ORs) with confidence
intervals of 95% (CI 95%) were calculated by logistic regression (crude ORS), assuming
three alternative transmission models (dominant, recessive, and overdominant). Adjusted
ORs were obtained by controlling for the variables of age, gender, smoking status, and
alcohol consumption status. One-way ANOVA was used to compare the differences in
genotype and allele distribution with regard to age at onset of disease in the patient
group. A probability level of 5% was considered to indicate statistical significance. SPSS
software version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used for the statistical

analyses.

Results

The genotype frequencies of the COMT Vall58Met (p = 0.216 for the case
group and p = 0.544 for the control group) and ZDHHCS8 rs175174 (p = 0.460 for the
case group and p = 0.274 for the control group) polymorphisms did not differ
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significantly from the expected frequencies predicted by the Hardy-Weinberg
equilibrium. Moreover, the haplotype analysis revealed a weak linkage disequilibrium

(D’ =0.042, r

used in the subsequent analyses. Table 1 presents the clinical and sociodemographic

= 0.001) between the polymorphisms; therefore, the haplotypes were not

characteristics of the patients and controls who participated in the study.

The association between polymorphic genotypes and alleles and schizophrenia
revealed that, for the COMT Val158Met polymorphism, there was no association with
the occurrence of schizophrenia among patients and controls (Table 2). However, when
categorised by gender, the recessive model among men presented a significant
difference (crude OR = 7.92; Cl 95% = 1.70-37.06; p = 0.006), which was sustained
when the model was adjusted for age, smoking status, and alcohol consumption status
(OR = 10.76; Cl 95% = 2.09-55.34; p = 0.004). Among women, the crude OR did not
show statistically significant differences for any of the genotypic models, but the
adjusted OR revealed that the recessive model seemed to be associated with a reduced
likelihood of schizophrenia (OR = 0.23; Cl 95% = 0.07-0.69; p = 0.009). For the
ZDHHCS8 rs175174 polymorphism, neither the crude nor adjusted ORs showed

statistically significant differences in any of the models adopted (Table 3).

In patients with schizophrenia, ANOVA revealed that the average ages at disease
onset were significantly different according to the three genotypes for both the COMT
Vall58Met (F2, 128 =4.684; p = 0.011) and ZDHHCS8 rs175174 (F2, 128 = 3.857;p

= 0.024) polymorphisms (Table 4). A post-hoc Bonferroni test showed that, for the
COMT Val158Met polymorphism, the Val/Met genotype showed a significant increase
in the average age at onset compared to the Val/Val (p = 0.040) and Met/Met (p =
0.035) genotypes, whereas the alleles individually were not associated with age at onset.
For the ZDHHCS8 rs175174 polymorphism, the GG genotype also showed a significant
increase in the average age at onset compared to the AA (p = 0.033) and AG (p = 0.030)
genotypes, and the allelic comparison indicated a statistical association (p = 0.006)

between the absence of allele A and a greater average age at disease onset.

Discussion

The 22911 chromosomal region has received increased attention in the molecular
study of schizophrenia because carriers of velocardiofacial syndrome, which is caused
by microdeletions in that region, have a higher predisposition for developing the

disease (Karayiorgou and Gogos, 2004; Owen et al., 2004). Therefore, functional
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polymorphisms of genes localised in this chromosomal fragment have been investigated
as probable markers of a genetic predisposition to schizophrenia. COMT and ZDHHCS8
are among the main candidate genes for genetic association studies, not only because
they are localised to 22q11 but also because they perform critical roles in the functioning
of brain activities. In the present study, the COMT Val158Met and ZDHHCS8 rs175175
polymorphisms were not associated with the occurrence of schizophrenia in a population
from the North Region of Brazil, which is consistent with the results from studies in
other populations (Faul et al., 2005; Galderisi et al., 2005; Glaser et al., 2006).

Nonetheless, according to our results, men harbouring the Met/Met genotype of
the COMT Val158Met polymorphism may be eight to 10 times more likely to develop
schizophrenia. Interestingly, the same genotype was found to be protective against the
development of the disease in women. In contrast, our results support the classic
hyperdopaminergic hypothesis related to the aetiology of schizophrenia. Met/Met
homozygous individuals present low levels of COMT enzyme activity and,
consequentially, an increase in the levels of dopamine in the prefrontal cortex (Lotta et
al., 1995; Bhakta et al., 2012). The hyperdopaminergic state associated with low COMT
activity has been noted as one of the aetiological conditions of schizophrenia (Kotler et
al., 1999; Costas et al., 2011; Williams et al., 2012).

To our knowledge, the association between the presence of the Met allele and
susceptibility to schizophrenia was reproduced only in three other studies. Ohmori et al.
(1998) suggested that the Met allele was more common in a group of patients with
schizophrenia in a Japanese population than in the controls due to an increase in
heterozygosity but not in homozygosity. In a Korean population, Park et al. (2002)
reported that individuals harbouring at least one copy of the Met allele showed a high
probability of occurrence of schizophrenia compared to homozygous Val/Val
individuals. In contrast, Saczi et al. (2004) showed, in a population sample from Turkey,
that Met/Met women presented a 2.5 times higher probability of developing
schizophrenia, whereas men presented a probability only 1.8 times higher.

It is important to highlight that, according to two large meta-analyses, the
majority of studies of the COMT Val158Met polymorphism, in addition to showing an
absence of association with schizophrenia, take into consideration the Val allele as a
risk allele because the reduction in the levels of dopamine in the prefrontal cortex
(hypodopaminergic hypothesis) is also considered an important event in the genesis of
schizophrenia (Fan et al., 2005; Okoshi et al., 2009).
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In addition to susceptibility, the Met/Met genotype of the COMT Vall58Met
polymorphism has also exhibited a modulating role in schizophrenia that differs between
genders. For example, Kotler et al. (1999) showed a statistically significant
association between the Met/Met genotype and homicidal behaviour predominantly in
men with schizophrenia (p = 0.005). Similarly, Bhakta et al. (2012) reported in a recent
meta-analysis that, in considering a recessive model, patients with schizophrenia who are
Met/Met homozygous showed a higher likelihood of violence than carriers of the Val
allele (OR = 1.74; CI 95% = 1.10-2.73; p = 0.017), suggesting a predominant

violent behaviour among men with the Met allele.

Interestingly, our study reveals a noteworthy dichotomy between the effects of
the Met/Met genotype of the COMT Vall58Met polymorphism and the occurrence of
schizophrenia in the population studied in that this genotype is strongly associated with
the likelihood of schizophrenia in men, and an opposite effect is observed in women.
Such phenotypical differences between genders may reflect the mild contribution of
COMT variants in women, likely due to the negative oestrogen-mediated regulation of
COMT, which protects women from the effects of these variants. However, other factors
responsible for COMT regulation in the brain, such as epigenetic mechanisms of control
or interactions between components of other biochemical pathways, may also be
involved (Harrison and Tunbridge, 2007; Hoenicka et al., 2010).

In our population, susceptibility to schizophrenia was not associated with the
ZDHHCS8 rs175174 polymorphism, in contrast to the hypothesis suggested by Chen et
al. (2004) in a case-control study in the Han Chinese population. Moreover, the
association remained statistically negative when the population was categorised by
gender, as suggested by Faul et al. (2005). In this manner, our findings are consistent
with those of other studies reporting the absence of an association between this
polymorphism and schizophrenia in European and Asian populations, as noted in a recent

meta-analysis (Sun et al., 2015).

The risk of schizophrenia increases markedly from pre-adolescence and reaches
its peak at the beginning of adult age. Beyond that peak, the disease incidence decreases
gradually, and after 60 years of age, the incidence rates remain stable (van der Werf et

al., 2012). In the present study, the age of patients with schizophrenia at the time of

diagnosis ranged from 14 to 48 years, with an average of 25.28 + 7.28 years. It is
estimated that 33% of the variation related to the age at onset of the psychotic symptoms
of schizophrenia is influenced by genetic factors (Hare et al., 2010). In fact, several

polymorphisms of schizophrenia-related genes have been associated with the
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development of the disease at earlier or later stages in life (Bergen et al., 2014). In
addition to the prognostic value, the validation of such polymorphisms suggests the
possibility of preventive strategies directed to the relatives of patients  with

schizophrenia at vulnerable ages (Hare et al., 2010).

In the present study, the age at onset of schizophrenia varied significantly
between the genotypes of the COMT Val158Met polymorphism. As reported by Tsai et
al. (2004) in Chinese patients, our results show an association of the Val/Met genotype
with a higher age at onset of schizophrenia than with the Val/Val or Met/Met genotypes
(p = 0.040 and p = 0.035, respectively). Many other studies support the significant
influence of the COMT Val158Met polymorphism on the age at onset of schizophrenia,
but the associations between the genotypes and the early or later onset of the disease are
contradictory (Galderisi et al., 2005; Abdolmaleky et al., 2006; Pelayo-Teram et al.,
2007; Tsuchimine, et al., 2013).

In contrast, the few studies that have investigated the involvement of the
ZDHHCS8 rs175174 polymorphism in the age at onset of schizophrenia did not observe
significant variation in the age at onset between the different genotypes of this
polymorphism (Faul et al., 2005, Xu et al., 2010). The present study is the first to show
evidence of this association. Individuals harbouring the GG genotype showed a
significant tendency of being diagnosed with schizophrenia at a more advanced age than
individuals harbouring the genotypes AA (p = 0.033) or GA (p =0.030).

We do not exclude the possibility of an influence of the reduced sample number
on the associations observed in the present study. For example, Tsai et al. (2004), after
increasing the number of samples analysed, could not reproduce the initial association
between the Val/Met genotype of the COMT Vall58Met polymorphism and the
increase in the age at onset of schizophrenia. Moreover, environmental factors such as
alcohol consumption and the use of illegal drugs may also alter the age at onset of the
first manifestation of schizophrenia, and these factors may have influenced our results
(Donoghue et al., 2014, Nowrouzi et al., 2015). Another potential factor that may
contribute to the observation of controversial results is the heterogeneous nature of the

Brazilian population, including the Northern population studied here; the population

reflects more than five centuries of inter-ethnic crossings between people from three
continents: the European colonisers (mainly Portuguese), the African slaves, and the

native Amerindian (Parra et al., 2003).

In conclusion, this study presents evidence of an association between the COMT

Val158Met polymorphism and schizophrenia in a population from the North Region of
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Brazil. However, our results suggest that the effect of this polymorphism on the
susceptibility to schizophrenia is modulated by gender. In addition, the age at onset of
schizophrenia seems to be influenced by the genotypes of the COMT Val158Met and
ZDHHCS8 rs175174 polymorphisms. Our findings should be interpreted with caution
due to the reduced sample size, and thus, the replication of these results, in studies with a
large number of participants of different ethnic origins, is necessary for their validation

and generalisation.
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Tabelal

Caracteristicas clinicas e sociodemograficas dos participantes do estudo.
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Variavel

Pacientes (n = 130)

Controles (n = 175)

Idade (anos)
Género
Masculino
Feminino
Status de fumo
Positivo
Negativo
Status de alcool
Positivo
Negativo
Histérico familiar
Positivo
Negativo
Idade de inicio
Total
Homens
Mulheres
Doenca refratéria
Positivo
Negativo
Subtipo
Paranoide
Desorganizado
Catatbnico
Residual
Indiferenciado

42,97 + 13,13

53,85%
46,15%

13,85%
86,15%

34,61%
65,38%

20,77%
79,23%

25,28 + 7,28
23,64 + 7,64
27,20 + 6,38

21,54%
78,46%

42,31%
16,92%
13,08%
16,92%
10,77%

40,06 + 13,66

49,71%
50,29%

22,29%
77,71%

17,14%
82,86%

0,0%
100%

NA
NA
NA

NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA

NA, ndo aplicavel.



Tabela 2

Distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo COMT Val158Met entre pacientes e controles.

30

Pacientes ~ Controles ) . )
COMT Val158Met OR dominante (IC 95%; p) OR recessivo (IC 95%; p) OR overdominant (IC 95%; p)
n (%) n (%)
Total 130 (100) 175 (100)
Val/Val 62 (47,7)  80(457) 0,92 (0,59-1,46; 0,821) 1,10 (0,56-2,19; 0,915) 0,88 (0,55-1,40; 0,675)
Val/Met 51(392) 74 (423) 0,85 (0,52-1,38; 0,518)° 1,12 (0,53-2,34; 0,767)? 0,81 (0,50-1,32; 0,399)?
Met/Met 17 (13,1) 21 (12)
Homens 70 (100) 87 (100)
Val/Val 35(50,0)  46(529) 1,12 (0,60-2,10; 0,843) 7,92 (1,70-37,06; 0,006) 0,64 (0,34-1,23; 0,240)
Val/Met 24(343)  39(448) 1,20 (0,62-2,33; 0,589)" 10,76 (2,09-55,34; 0,004)° 0,63 (0,31-1,24; 0,182)"
Met/Met 11 (15,7) 2(23)
Mulheres 60 (100) 88 (100)
Val/Val 27(450)  34(386) 0,77 (0,40-1,50; 0,547) 0,40 (0,15-1,10; 0,104) 1,24 (0,64-2,41; 0,643)
Val/Met 27(450)  35(398) 0,50 (0,94-4,32; 0,073)" 0,23 (0,07-0,69; 0,009)" 1,10 (0,54-2,27; 0,786)"
Met/Met 6 (10,0) 19 (21,6)

OR, odds ratio; IC, Intervalo de confianca; modelo dominante (heterozigoto + homozigoto mutante versus homozigoto selvagem); modelo recessivo (homozigoto mutante vs.
heterozigoto + homozigoto selvagem); modelo overdominant (heterozigoto vs. homozigoto mutante + homozigoto selvagem).

®OR ajustado por sexo, idade, status de fumo e alcool.

POR ajustado por idade, status de fumo e alcool.



Tabela 3

Distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo ZDHHC8 175174 em pacientes e controles.

31

Pacientes ~ Controles ) . )
ZDHHCB8 175174 OR dominante (IC 95%; p) OR recessivo (IC 95%; p) OR overdominant (IC 95%; p)
n (%) n (%)
Total 130 (100) 175 (100)
AA 46 (35,4)  69(39.4) 1,19 (0,74-1,90; 0,548) 1,32 (0,66-2,63; 0,540) 1,04 (0,66-1,64: 0,947)
AG 66 (508)  87(49.7) 1,15 (0,70-1,90; 0,582)" 1,48 (0,72-3,05: 0,291)* 0,96 (0,59-1,56 0,869)°
GG 18(13,8) 19 (10,9)
Homens 70 (100) 87 (100)
AA 24(343)  37(429) 1,42 (0,74-2,72; 0,374) 0,52 (0,15-1,78;0,450) 1,68 (0,89-3,18; 0,148)
AG 42(600)  41(47.1) 1,27 (0,64-2,52; 0,489)° 0,53 (0,15-1,90; 0,326)" 1,51 (0,78-2,95; 0,223)’
GG 4(5,7) 9 (10,4)
Mulheres 60 (100) 88 (100)
AA 22(36,7)  32(364) 0,99 (0,50-1,95; 0,892) 2,37 (0,97-5,78; 0,087) 0,61 (0,31-1,18; 0,193)
AG 24(400)  46(523) 1,21 (0,56-2,60: 0,625)" 2.44 (0,96-6,24: 0,062)° 0,67 (0,31-1,42; 0,298)"
GG 14(23,3) 10 (11,3)

OR, odds ratio; IC, intervalo de confianca; modelo dominante (heterozigoto + homozigoto mutante vs. homozigoto selvagem); modelo recessivo (homozigoto mutante vs.
heterozigoto + homozigoto selvagem); modelo overdominant (heterozigoto vs. homozigoto mutante + homozigoto selvagem).

®OR ajustado por sexo, idade, status de fumo e alcool.

POR ajustado por idade, status de fumo e alcool.



Tabela 4

32

Médias da idade de inicio e resultados do teste ANOVA para frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos COMT Vall58Met e

ZDHHCS8 rs175174 entre pacientes com esquizofrenia.

. !d_ade de Teste de Bonferroni (p) . !d_ade de
inicio (anos) inicio (anos)
Genotipos P Homozigoto Homozigoto Heterozigoto Alelos t P
Meédia = DP selvagem vs. selvagem vs. vs. homozigoto Média = DP
heterozigoto  homozigoto mutante mutante
Val/Val 24,19 + 6,85 Presente 25,71 +7,37
Val 1,722 0,087
COMT Ausente 22,47 + 6,10
Val158Met Val/Met 27,55+ 7,63 0,011 0,040 1,000 0,035
a € Presente 26,28 + 7,57
Met 1,642 0,103
Met/Met 22,47 £ 6,10 Ausente 24,19+6,85
AA 24,50+ 7,28 Presente 24,59 + 7,37
A Ausente 29,61+ 5,00 2786 0,008
usente 615,
Z??;C?:j AG 21,65+ 7,48 0,024 1,000 0,033 0,030
rs Presente 25,71+ 7,29
G 0,909 0,365
GG 29,61+ 5,00 Ausente 24,50 +7,28

DP, desvio padréo.
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ANEXOS



PROJETO: Analise de variagbes genbmicas em genes da regido
cromossOmica 22q11.2 em pacientes esquizofrénicos do Estado do Para
A Universidade Federal do Para esta desenvolvendo uma pesquisa que

permitira avaliar as possiveis alteracdes genéticas em pacientes acometidos de
Esquizofrenia (ESQ), internados na Clinica Psiquiatrica da Fundacao Hospital
de Clinicas Gaspar Viana no Estado do Para, Esta pesquisa sera realizada pelo
monitoramento dos pacientes atraves da identificacdo de possiveis alteracdes
genéticas em amostra de sangue periférico. Vocé estd sendo admitido(a) nesta
pesquisa, e para tal, ha a necessidade da remocao de material biologico. Parte
do material retirado serd encaminhado para exames laboratoriais, necessarios
para a investigacdo. O restante do material ndo utilizado sera armazenado para
novos exames, se necessario. A obtencdo da amostra de sangue para a
pesquisa nao implicard em riscos adicionais para sua saude. A amostra de
material biolégico sera identificada no laboratério por um cédigo que preserva
sua privacidade e identidade. A inclusdo dos resultados em publicacédo
cientifica garantira o anonimato do voluntario. E necessario esclarecé-lo (a) que
ndo existem beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os eventuais
resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé nao concordar em doar o material
para pesquisa, sua decisdo ndo influenciara, de nenhum modo, no seu
atendimento ou tratamento. Caso vocé tenha alguma duvida sobre este
documento ou em relagdo a pesquisa, por gentileza, entre em contato com a
Prof. Rommel Burbano, pelo telefone 3211-1727 ou 8836 4667.

Uma copia deste documento sera arquivada em seu prontuario e, se desejar,
uma cépia lhe sera fornecida.

Leopoldo Silva de Moraes Rommel Mario Rodriguez Burbano Giovanny Rebougas Pinto
Pesquisador Orientador Co-orientador
Trav. Guerra passos, 1093 Trav. Sao Pedro 638, apto 1203, Campus Reis Velloso.
8344 2998 Fone: 8836-4667. Av. Sdo Sebatido Reis

Veloso, Parnaiba, Pl

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteldo da mesma, assim como seus
riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito
participar da pesquisa cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, / /

Sujeito que colheu o TCLE Sujeito da pesquisa ou do responséavel
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PARECER: O Comité de Etica em Pesquisa da FHCGV analisou o Projeto
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